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研究成果の概要（和文）：サイズが2－3μｍと微小なピコ真核藻類のグループ毎の生態解明には、個々の細胞を
グループ毎に識別する方法が不可欠である。ピコ真核藻類のグループの一つパルマ藻を対象に、TSA－FISH法に
よる細胞の識別法の確立を行った。またパルマ藻は、シリカの殻を持つステージと無殻で鞭毛のステージがある
ことが明らかとなってきており、これらの生活史の識別のため、シリカを選択的に染色する蛍光色素を用いて、
シリカの殻の有無を判別する方法を確立した。実際の現場でサンプリングを行い、これらの方法の検証を行っ
た。さらに、走査電子顕微鏡観察により、ピコサイズの珪藻類Minidiscusの生活史を発見・解析した。

研究成果の概要（英文）：To understand ecology of each picoeukaryotic algal group, identifying 
individual picoeukaryotic algal cells at class, order or genus level is necessary. In this study, we
 focused on Parmales, a group of silicified picoeukaryotic algae, and established  a TSA-FISH method
 for visualizing individual cells of this algal group under an epifluorescence microscope. This 
algal group have been revealed to have two different life cycle stages, silicified cells and naked 
flagellated cells. To distinguish these life cycle stages, a labelling method of the silicified 
cells using a fluorescent dye was also developed. We applied these methods for natural seasonal 
samples. Additionally, we revealed specific life cycle of a pico-sized centric diatom, Minidiscus by
 SEM observation of natural samples.

研究分野：植物プランクトンの生理生態学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　近年ピコ真核藻類の海洋の物質循環における重要性および多様性の高さが明らかとなってきいるが、グルー
プ・個体群レベルの生態、生活史等の情報は未だにほとんど不明である。本研究のTSA－FISH法を用いたピコ真
核藻類の細胞レベルでの識別法によりピコ真核藻類のグループ・個体群レベルでの生態研究が可能となった。ま
た、ピコ真核藻類の生活史の実態をパルマ藻とピコサイズの珪藻で初めて捉えることができた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 かつて、ピコ真核藻類に関する研究は、中～大型プランクトンを対象とした研究に比べ大きく
立ち後れていた。細胞サイズが極めて小さい上（φ約 2-3μm）、形態も単純なため、光学顕微鏡
下での種同定が不可能であり、現場での挙動を把握できなかったことがその一因である。近年、
分子生物学的手法の進歩により海洋生物学的分野におけるピコ真核藻類に関する研究が大きく
加速し、現在、海洋環境中におけるピコ真核藻類の物質循環における重要性および潜在的な多様
性の高さが広く認識されるに到った。 しかしながら、ピコ真核藻類に関する理解はまだまだ限
定的であり、特に個々の実際の現場での生態については、ほとんど明らかにされていないのが現
状である。また, ピコ真核藻類は、極微小な細胞サイズながら単なる細胞分裂による増殖だけで
はなく、より複雑な生活史を持ち生存している可能性がゲノム解析により示唆されている。しか
し、未だに生活史が発見された例はなく、その実体は全く不明であった。 
 ピコ真核藻類の 1 グループであるパルマ藻は主に極域・亜寒帯域に分布し、珪酸質の殻を持
つことから、海洋で最も繁栄している珪藻との近縁性が注目されてきた。だが、パルマ藻の発見
以来、30 年以上にわたり培養が成功しなかったためその実体は不明であった。近年らは、親潮
域より世界で初めてパルマ藻（T. laevis）の単離・培養することに成功した。分子系統解析の結
果、培養株は、珪藻の姉妹群であるピコ真核藻類ボリド藻と同じクレードに入るほど近縁である
こと（すなわちパルマ藻が珪藻と共通祖先を持つこと）を明らかにした。さらに、パルマ藻が珪
酸質の殻を持つ「有殻細胞」のステージと、極近縁のボリド藻に類似した無殻で遊泳性の「鞭毛
細胞」のステージを持つことを発見した。これは、ピコ真核藻類の生活史の存在と実態が明らか
となった初めての事例と考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究は、パルマ藻を対象にピコ真核藻類の現場における動態、および生活史の解明を目指し、

TSA-FISH (Tyramide signal amplification- fluorescence in situ hybridization) 法の改良によ
り自然群集からパルマ藻の細胞を蛍光顕微鏡下で識別・計数する方法、さらに、この藻類が示す
「有殻細胞」と「鞭毛細胞」の両細胞ステージを蛍光顕微鏡下で識別する方法を開発する。次に、
この方法を用いて、生育域である親潮域をフィールドとして現場サンプルを取得し、開発した２
つの方法を現場サンプルに適用し、ピコ真核藻類:パルマ藻の現場における生活史を含めた動態
の解明にのぞむ。  
 
３．研究の方法 
１）TSA-FISH 法の改良による蛍光顕微鏡下でのパルマ藻の細胞の計数法の開発 
 パルマ藻を対象とした TSA-FISH 法の開発のため、パルマ藻に適したプローブを検討し、最適な染色
条件を培養株を用いて決定した。パルマ藻は特に Triparma 属を対象とした。 
 
２）パルマ藻の生活史を識別する観察法の開発  

珪酸質を特異的に染色する蛍光色素を用いて、珪酸質の殻を持つ有核細胞の検出法を培養株を用
いて検討した。 
 
３）現場におけるパルマ藻の生活史を含めた季節動態の観測 
 パルマ藻の主要な生育海域の一つである親潮域の定線観測ライン A-line 上の定点において海洋観
測とともに春季 5 月、夏季 7 月、秋季 10 月に採取し保存していた植物プランクトン試料を用いて、上記
の観察法によりサンプルの分析を行い、パルマ藻の動態を解析した。 
 
４）走査顕微鏡（SEM）観察による、ピコ真核藻類：微小珪藻の生活史の解析  
 パルマ藻と同様にピコ真核藻類で珪酸質の殻を持つ微小珪藻の生活史を SEM 観察により解析した。 
 
４．研究成果 
１）TSA-FISH 法の改良による蛍光顕微鏡下でのパルマ藻の細胞の計数法の開発 
まず、パルマ藻の TSA-FISH 法のため、パルマ藻に特異的なプローブを新規に 2 つ設計した。しかし

ながら、設計した新規のプローブは、どちらも反応が見られなかった。さらに補助的なプローブを加え
る改良法も試みたが、反応が見られなかった。そこで、パルマ藻に特異的なプローブの設計
は中断し、既存のプローブを検討した。その結果、パルマ藻と同じボリド藻綱で同じ属のボ
リド藻に特異的なプローブを用いたところ、パルマ藻でも適用可能なことが判明し、当プロ
ーブを使用することとした。次に、TSA-FISH 法の最適な染色条件を様々な条件で検討し・決定
し、パルマ藻の TSA−FISH 法を確立した（図１）。 
 
２）パルマ藻の生活史を識別する観察法の開発 

まず、珪酸質を特異的に染色する蛍光色素 PDMPO 添加して 1 日培養した試料を TSA-FISH 法で
観察することにより、珪酸質の殻を持つパルマ藻の有殻細胞を検出する方法を検討した。しかしながら、
TSA-FISH 法観察のための固定処理等を行った試料では、PDMPO のシグナルは得られなかった。  

次に、ホルマリン固定した試料でも適用可能な珪酸質を特異的に染色する蛍光色素、FITC-silane の
使用を検討した。その結果、固定した試料でもパルマ藻の珪酸質の殻が蛍光染色され、有殻細胞の検



出が可能となった。よって、パルマ藻の生活史ステージ判別する方法として、FITC-silane により珪酸質
の殻を持つ有核細胞を検出する方法を選定した。 
 
３）現場におけるパルマ藻の生活史を含めた季節動態の観測 

親潮域の定点において春季から秋季にかけて、採取した試料を対象に、TSA−FISH 法によりパルマ
藻を計数した。その結果、春季から夏季に向けて表層、亜表層において細胞の増加が見られ、夏季か
ら秋季にかけても表層にパルマ藻の細胞が検出された。次に FITC-silane 染色法により有核細胞を観
察すると、夏季―秋季の表層では有核細胞が検出されなかった。これまでに SEM 観察によりシリカの
殻を持つ有殻のパルマ藻は冬季―春季の低水温期に主に増殖し、夏季ー秋季の表層水温の高水温
期には表層から消失することが明らかとなっている。よって本結果により、夏季と秋季の高水温の表層に
パルマ藻の鞭毛細胞が出現している可能性が示唆された。今後は TSA−FISH 法と FITC-silane 染色法
の二重染色法の開発によるより直接的な観察法の開発と更に多くの現場試料の検証を進める予定であ
る。また、鞭毛細胞の形成過程については、様々な条件下での培養実験により検証を進める予定であ
る。 
 
4)ピコ真核藻類：微小珪藻の生活史の解析 

ピコ真核藻類で珪酸質の殻を持つ微小珪藻の 1 種 Minidiscus comicus が地中海の試料より多数見
られ、また様々なサイズ形態の細胞が観察された。SEM 観察により詳細に解析を行った結果、M. 
comicus は、サイズが数μm と微小ながら通常の珪藻と同様、増大胞子を形成していることが明ら
かとなった（図２）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１TSA-FISH 法によるパルマ藻細胞の検出        
 
 
 
 
５．主な発表論文等 
 
〔雑誌論文〕（計 7 件） 
① Ichinomiya M., Lopes A., Gourvil .P, Yoshikawa S., Kamiya M., Ohki K., Audic S., 

Vargas C., Noel M., Vaulot D., Kuwata A.、Diversity and oceanic distribution of 
the Parmales (Bolidophyceae), a picoplanktonic group closely related to diatoms、
ISME Journal、査読有、Vol.10、2016、2419-2434   

② Jewson D, Kuwata A, Cros L, Fortuno JM, Estrada M 、Morphological adaptations to 
small size in the marine diatom Minidiscus comicus、Scientia Marina、査読有、
Vol.80、2016、89-96  

③ Jordi Sole, Elisa Berdalet, Laura Arin, Lluisa Cros, Maximinimo Delgado, Akira 
Kuwata, Clara Llebot, Celia Marrase、The ecology of plankton in biological 
oceanography: a tribute to Marta Estrada’s task、Scientia Marina、査読有、Vol.80、
2016、33-38  

④ 一宮睦雄,桑田 晃 、培養株確立によって明らかとなってきた未知の藻類:パルマ藻 、藻
類: Jpn. J. Phycol. 、査読有、65 巻、2017、153-158 

⑤ Kuwata Akira、Yamada Kazumasa、Ichinomiya Mutsuo、Yoshikawa Shinya、Tragin Margot、
Vaulot Daniel、Lopes dos Santos Adriana、Bolidophyceae, a Sister Picoplanktonic 
Group of Diatoms - A Review、Frontiers in Marine Science、査読有、Vol.5、 No.370、
2018、1-17  

⑥ Yamada Kazumasa、Katsura Hirotaka、Noel Mary-Helene、Ichinomiya Mutsuo、Kuwata 
Akira、Sato Shinya、Yoshikawa Shinya、Ontogenetic analysis of siliceous cell wall 
formation in Triparma laevis f.inornata (Parmales, Stramenopiles)、Journal of 
Phycology、 査読有、Vol.55、2018、196-203 

⑦ Ichinomiya Mutsuo、Yamada Kazumasa、Nakagawa Yoshizumi、Nishino Yasuto、Kasai 
Hiromi、Kuwata Akira、Parmales abundance and species composition in the waters 

図２Minidiscus comicus の増大胞子 

スケール:1μm （Jewson et al. 2016 より） 
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